Structure des parois cellulaires des nocardia. I-isolement et composition des parois de Nocardia kirovani  by Guinand, M. et al.
Volume 6, number 1 FEBS LETTERS January 1970 
STRUCTURE DES PAROIS CELLULAIRES DES NOCARDIA. 
I-ISOLEMENT ET COMPOSITION DES PAROIS DE NOCARDIA KIR 0 VANI” 
M.GUINAND, M.J.VACHERON et G.MICHEL 
Laboratoire de CEmie biologique, Facultt! des Sciences de Lyon, 
43 Boulevard du II Novembre 1918, 69 Villeurbanne 
Received 8 December 1969 
Nocardia kirovani cell walls possess a lipidic fraction, a lipolysacchxidic fraction and a peptidoglycan. The lipidic 
part is composed of glycerides, Cl6 and Cl8 free fatty acids, nocardic acids and of a carotenoid pigment. The lipo- 
polysaccharidic part is composed of an arabinogalactan esterified by nocardic acids. The glycan strand consists of al- 
ternating 1+4 linked N-acetylglucosamine and Nglycolylmuramic acid residues substituted by a peptide subunit 
in which the aminoacids Ala, Glu, meso-Dap are present in the molar proportions 1,7: 1,2: 1. 
1. Introduction 
Les parois des mycobactkries sont constitkes 
d’une fraction polysaccharidique estkfike par un 
acide mycolique et d’un peptidoglycane renfermant 
les acides amines Ala, Glu, meso-Dap [l--S] . Les 
m6mes acides aminks ont BtB retrouvks chez les Nocar- 
dia [6,7] mais aucune &de complbte de leurs parois 
n’a BtB rtkliske et les recherches effectuCes jusqu’8 prk- 
sent consistent essentiellement en une analyse com- 
Parke de diffkrents Actinomycktes [8,9, lo] . 
Nous avons prkpark les parois de Nocardia kirovani 
et 6tudib leur partie lipidique ainsi que le peptido- 
glycane. 
2. Methodes et resultats 
1. Priparation des parois 
Les bactkries cultivies 6 37” sur milieu de Sauton 
pendant une semaine sont rkoltkes par filtration et 
lakes g l’eau distillke. Les parois sont prkparkes par 
d&integration ultrasonique, & 0” pendant 15 minutes 
avec un dksintkgrateur M.S.E. 500 W.Chaque essai 
* 18he communication sur les constituants des Nocardia. 
17&e communication, voir r&f. [ 141. 
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Porte sur 25 g de bacilles en suspension dans 50 ml de 
tampon Tris 0,l M pH 7,5 contenant du mercapto- 
Ethanol et du sulfate de magnksium. On centrifuge 10 
minutes a 1700 g, le culot est repris par 50 ml de 
tampon, soumis 9 nouveau g 15 minutes de sonication 
puis A 10 minutes de centrifugation; on recommence 
une troisieme fois le cycle d’opkrations. Les surna- 
geants rbunis sont ?t nouveau centrifuges 10 minutes 
g 1700 g et le culot est &mink On centrifuge ensuite 
20 minutes g 40.000 g, le culot est lavt+ trois fois par 
le tampon Tris puis soumis g un traitement g l’urke 
& 6% pendant 4 heures g 37”. On centrifuge g nouveau 
& 40.000 g et on lave trois fois g l’eau distillke. Le 
culot est trait6 par la trypsine & 2 mg/ml dans le phos- 
phate disodique M/30, pendant 5 heures g 37”. On cen- 
trifuge g 40.000 g et on lave trois fois. Le rksidu ly- 
ophilisk constitue les parois brutes (PA). 100 g de 
bacilles humides donnent 2,54 g de parois brutes. Ces 
parois sont dklipidkes par extractions rQkt6es avec 
alcool&her (1: l), chloroforme et chloroforme-mb 
than01 (1: 1) g temperature ambiante. Chacun des sol- 
vants extrait respectivement 15,6% 1,3% et 0,6% de 
lipides. Le produit restant lyophilisk constitue les pa- 
rois dklipidkes (PB) reprksentant 82% du produit initial. 
Les parois dklipidkes sont traitkes par la potasse mktha- 
nolique a 0,5% pendant 48 heures g 37”. La solution 
alcoolique extrait 23% des parois PB , le residu lyophi- 
lisk constitue les parois pures (PC). La puretk des pr& 
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parations est verifibe par examen au microscope Blec- 
tronique aprBs ombrage au platine irridie*. Les parois 
presentent l’aspect caracteristique de sacs vides plus ou 
moins dechiquetes avec une surface granuleuse pour 
les parois brutes et plus lisse pour les parois delipidees. 
2. Etude de la fraction lipidique. 
La fraction extraite par alcooldther (1: 1) est cola- 
ree en orange. Une chromatographie circulaire sur pa- 
pier impregne de kieselguhr [ 1 l] permet d’isoler un 
pigment rouge orange qui presente un spectre visible 
caracteristique des carotenoides: pit principal a 478 
nm et deux pits secondaires a 455 nm et 508 nm. La 
chromatographie de l’extrait &hero-alcoolique sur 
couches minces de gel de silice dans le solvant hexane- 
ether (4: 1) donne deux taches de RF 0,7 1 et 0,78 au 
niveau des triglycerides et une tache tres etalee allant 
de RF 0 a RF 0,27 correspondant aux acides gras 
libres. La presence de triglycerides est demontree par 
spectrometrie de masse et par identification du gly- 
cerol apres saponification. Les acides gras libres sont 
recueillis et esterifies par le diazomethane; les esters 
methyliques sont soumis a une nouvelle chromato- 
graphie en couches minces dans le solvant hexane- 
ether (9: l), deux groupes d’esters sont &pares: 
RF 0,74 et RF 0,28. Les premiers sont identifies 
par chromatographie gaz-liquide avec les esters 
d’acides lineaires en f&j, ClB et ClB:l. Les seconds 
sont des esters hydroxyles dont le RF correspond a 
celui d’esters nocardiques, la spectrometrie de masse 
indique qu’il s’agit effectivement d’esters nocardiques 
[ 121. La acides gras libres comprennent done des 
acides de poids moleculaire moyen en CBj et ClB et 
des acides nocardiques. Ces derniers se retrouvent 
dgalement dans la solution provenant du traitement 
par la potasse methanolique des parois delipidees. 
Cette solution est acidifiee, le solvant est evapore et 
le residu repris par l’eau puis par l’ether. L’ether ren- 
ferme les acides nocardiques, dam la solution aqueuse 
on identifie apres hydrolyse chlorhydrique de faibles 
quantites de galactose et d’arabinose. La saponifica- 
tion des parois delipidees libere done les constituants 
dun arabinogalactane vraisemblablement es&if% par 
les acides nocardiques. 
* Cet examen au microscope ilectronique a et6 effect& au la- 
boratoire de Bacteriolegie, 32 Boulevard e la Constitution, 
Liege, Belgique. 
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3. Etude du peptidoglycane 
Les differents lots de parois sont hydrolyses par 
I’acide chlorhydrique et les hydrolysats sont analyses; 
les aminoacides sont doses par la methode de Morre 
et Stein ?I l’autoanalyseur Technicon et les osamines 
par la methode de Morgan-Elson selon la technique 
d&rite par Ghuysen et ~011. [ 131. Elles sont identi- 
frees a la glucosamine et a l’acide muramique par 
chromatographie sur papier. La configuration meso 
de l’acide diaminopim&ique est Bgalement determinee 
par chromatographie sur papier selon Becker et ~011. 
[8] . Le tableau 1 indique les resultats obtenus. 
Tableau 1 
Rapports molaires des acides amines et des hexosamines dans 
les parois. 
Parois meso-Dap Glu Ala Hexosamines 
PA 1 1,17 1,64 1,82 
pB 1 172 1,65 1,72 
PC 1 1,17 1,68 1,76 
Le peptidoglycane renferme aussi de l’arabinose et 
du galactose, constituants de l’arabinogalactane qui 
a resist6 au traitement alcalin. D’autre part les parois 
pures PC sont traitees par le lysozyme et les produits 
de degradation sont fractionnes sur colonnes de Se- 
phadex G-50 et G-25 montees en drie, ce qui permet 
d’isoler le disaccharide peptide monomere. Ce dernier 
est ensuite scinde en disaccharide et en peptide mono- 
mere par action de la N-acCtylmuramyl-Lalanine ami- 
dase de Streptomyces. Le disaccharide est identifie a 
l’acide N-acetyl glucosaminyl- 1+4-N-glycolyl mura- 
mique par spectrometrie de masse du derive perme- 
thyle**. Quant au peptide monomere (Ala2, Glu,, 
meso-Dapl) il semble dtre diamide d’aprbs sa mobilite 
a 1’6lectrophorbse a pH 4. 
** Cette &de par spectrometrie de masse a etd effect& i 
1’Institut de Chimie des Substances Naturelles, 9 1 Gif-sur- 
Yvette. Nous remercions Monsieur le Professeur E.Lederer 
et le Docteur D.W.Thomas pour les spectres de masse. 
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3. Discussion 
Les parois de Nocurdia kirovani comprennent trois 
fractions principales: une partie lipidique, une partie 
lipopolysaccharidique, un peptidoglycane. Les frac- 
tions lipidiques renferrnent des glycerides et des acides 
gras libres parrni lesquels se trouve une proportion irn- 
portante d’acides nocardiques. La presence de ces aci- 
des dans les parois est interessante en raison de l’evo- 
lution de leur taux au tours de la croissance bact& 
rienne. On observe effectivement une accumulation 
d’acides nocardiques au tours de la phase stationnaire 
du developpement bacterien [ 141. 
La fraction lipopolysaccharidique comprend un 
arabinogalactane sterifie par les acides nocardiques. 
La presence de mycolates d’arabinose dans les lipides 
des mycobacteries [ 15- 181 et l’identification d’une 
liaison entre un acide mycolique et l’arabinogalactane 
de M. tuberculosis et M. smegmatis [3] est en faveur 
dun type identique de structure lipopolysaccharidique 
dans les mycobacteries et les nocardia. 
Le peptidoglycane est constitue d’unites disaccba- 
ridiques d’acide N-acetylglucosaminyl- l+iV-gly- 
colyl muramique liees a une portion peptidique com- 
prenant les acides amines Ala, Glu, mew-Dap dans les 
proportions 1,7: 1,2: 1. Cette structure st analogue a
celle du peptidoglycane des mycobacteries. En effet si 
la presence d’unites d’acide N-ac&yl-glucosaminyl-/3- 
1 --f 4-N-a&y1 muramique a6th trouvee dans toutes 
les batteries Btudiees [ 191, Adam et ~011. ont demon- 
tre recemment que l’acide muramique Btait N-glycolyle 
dam les parois de Mycobacterium smegmatis [20]. 
Cette structure semble specifique des mycobacteries 
les genres voisins Streptomyces et Colynebacterium 
posddant comme les autres batteries le derive N-acC- 
tyle de l’acide muramique [21] . Les Nocardia prbsen- 
tent done une analogie nouvelle avec les mycobacte- 
ries. 
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